REGULATION DE L'EXPRESSION
DES GENES.

Modification épigénétiques : viennent s’ajoutea&dé&quence nucléotidique. La séquence
nucléotidigue est transmise intacte de la celludeena la cellule fille. Ce qui change ce sont
les interactions covalentes, comme la méthylatesajtosines, maen aucun cas la
séquence nucléotidique.

) Méthylation des histones.

Les histones contiennent des résidus basiques (Agf,Lys en particulier) qui peuvent
subir des modificationspost-traductionnelles. Acétylations, méthylations, phosphorylations.

Ces modifications ont un role important : effetaetal sur la régulation de I'expression des
géenes. C'est-a-dire que c’esttembinaison de plusieurs modifications qui va avoir un réle.

Modifications concertées selon un ordre prégisross-talk »= langage du code des
histones. Action positive ou négative.

La lysinene peut étre méthylée et acétylée a la fersprincipe la phosphorylation de la
sérine 10 interdit la méthylation de la lysine Qidil'acétylation de la lysine 9 favorise
I'acétylation de la lysine 14.

Bref on a compris, les deux marques ne peuventstieexEt les AA cross-talkent.
On arrive a tirer des principes généraux :

HISTONE H3
- Méthylation des lysines 9 et 2¥ répression. Ca ne signifie par que tout méthytatio
= répression
- Triméthylation de la lysine 9 Activation (reconnue par TFIID)
- Méthylation Arg 17 = Activation.
- Acétylation Lys 9, 149 Activation
- Phosphorylation sérine 10 et Sérine=28ondensation métaphase.

Les charges négatives amenées par groupement pieSphelachement de ’ADN.
Facilitent la transcription.

Les groupements phosphates peuvent constitueritopépeconnu par les facteurs
transcriptionnels.

HISTONE H4 .

Méthylation Lysine 20 répression

Acétylation Lysine 169 activation.

Perte de la méthylation Lys 20 ou de I'acétylatigns 16 de I'histone H4 : marque universelle
dans des cancers.




Extrémités N-terminales des histones H3, H4
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methylation

phosphorylation

Modifications concertées selon ordre précis:
« cross-talk » = langage ou code des histones

Histone H3 Histone H4
Méthylation Lys 9, 27 répression Méthylation Lys 20 < répression
Triméthyl. Lys 4 9 activation (TFIID) Acétylation Lys 16 < activation

Méthylation Arg 17= activation
Acétylation Lys 9, 14 - activation
PhosphorS 10 et S 28 9 condensation métaphase




)  Déamination des cytosines et des 5 méthylcytosines.

La déaminatiorde la cytosine en Uracile peut étre contrecaregaipe DNA qui
« refait » la cytosine.

Des 5 méthylcytosines peuvent échapper au systémaardeillance et donner une thymidine
par déamination et c’est irréversible parce quilaéthylasen’existe pas. (en rouge sur le
schéma)

Concernant les histones, les modifications covakesbnt réversibles. Mais on n’a pas mis en
évidence d’enzyme capable de déméthyler 'ADN. &eés peuvent remplacer le
groupement CH3 mais pas d’enzyme pour le retirer.

Les 5 méthyl cytosine doivent se trouver dansl@s CpG dans la partie 5’UTR :
- 0,55Kb
- CIG:60/70%
- Ratio C/G >0,6
- appelés « hot spot »

La 5 méthyl cytosine est une modification épigénétie.

il6ts CpG:
5-methylCytosine ; UTR: 0-50'5kb
S-adenosylhomocysteine NH2 CG: 60-70%
’ | Ci/G> 0.6
DNA Methyltransferase NZC~~CHs « Hot spot »
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[l)  Modifications épigénétiques : changement héritablede
I'expression des genes sans changement de la séqeetii ADN.

Modifications  épigénétiques: changements héritables de
I'expression des génes sans changement de la séquence d’ADN

DNMT= DNA methyltransferase MBD= methyl binding protein, ex. MeCP2
HDAC= histone déacétylase HAT= histone acétyltransférase

Cellule normale

Cellule cancéreuse
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Inhibition des génes suppresseur de tumeu

Différences entre une cellule normale et des celed cancéreuses.

Les modifications épigénétiques entraine une mzatibn de I'expression des génes,
transmises de la cellule mere a la fille (héritaphaais la séquence nucléotidique ne change
pas.

Dans la cellule normale :

Les petites aiguilles jaunes et noires représefgsrlots CpG. Il existe dans le corps du gene
guelques ilots CPG. lIs ne sont pas méthyles. Ceprésentés en noir sont méthylés par des
ADN méthyltransférase. Donc on voit que ceux atfémité 5° NE SONT PAS

METHYLES.

Ces ilots sont le point d’ancrage de protéinesledgces et des facteurs transcriptionnels, et
des complexes protéiques activateurs.

Le promoteur n'est pas méthy#® Les facteurs transcriptionnels viennent se fixde géne
est transcrit.

Par contre, dans le corps du gene, la ou les@BS sont méthylés, des protéines
reconnaissent le groupement CH

(methyl binding protein) elles ont un chromo doneagui reconnait CH. Elles viennent avec
un cortége de protéine dont certaines ont uneitichistone déacétylase.

Dans la cellule cancéreuse.

Les ilots CPG : c’est l'inverse
Dans la région du recruteur : recrutement des rhbthgling protein, et d’autres dont
I'activité est histone déacétylas®. Inhibition des génes suppresseurs de tun®wancer



V) INTERFERENCE DE L'ARN et Pétunias.

Les pétunias expriment une chalcone synthase reaplende la couleur de ces fleurs du rose
au violet. Le but des chercher était d’obtenir ftkasrs qui ont une coloration violette le plus
intense possible. On injecte artificiellement lalcbne synthas® surexprimée® fleurs

Deep Purple.

lls ont obtenu soit des fleurs avec plusieurs neasoit des fleurs carrément blanches.
lls ont appelé ¢a leo-suppression.

Ce phénomene est du au fait qu’il existe dansd#sgles un ARN double brin.

L’ADN est constitué d’une double hélice. Mais omuague les ARN sont simple brin. Mais
les ARN aussi peuvent parfois étre double brin.

Les ARN adoptent une structure secondaire. (exeamigle a cheveux) Cette structure en
épingle a cheveux peut étre considérée comme dN’'db.

Les ARN peuvent apparaitre dans la cellule souaddrybridée, et quand ils sont sous forme
DB il n’y a plus de traduction.

Si on injecte chez les levures de 'ARN db, caant I'extinction du gene cible. (= Knock
Down) on dit qu’on invalide le gene cibk® interférence par 'ARN ou RNAI

Chez les mammiferes, on s’est rendu compte quit &es difficile d’utiliser ces ARN db car
ils sont cytotoxiques, et provoquent une réactieniéfense, notamment 'aufgmentation de la
production d’interférons et de la kinase PKR.

Si cet ADN double brin avait une taille plus petlgeréaction toxique est diminuée.
Ces ARN courts c’est des SIRNE (Short interferimdg/R

MicroRNA ou MIRNA =» ce sont d’autres ARN non codants, mais qui onblande
régulation sur la traduction ou la transcription.

Il se pourrait qu'ils constituent une protectiomtte une invasion de genes exogenes.
lls jouent un réle tres important au cours du déweément.



Interférence de I’ARN et Pétunias

copies du géne -

variegated

Chalcone synthase

co-suppression

Plantes + Levures (par-1- développement)

Injection ou adminis. voie digestive ARN double brin (dsRNA) > -
extinction du géne cible= knock-down < interference par I'ARN ou RNAi

Mammiféres
dsRNA = cytotoxique < réponse interféron

SIRNA (short interfering RNA) = dsRNA courts = toxicité moindre
microRNA ou miRNA= autre catégorie de petits ARN régulateurs non codants

Fonction
Protéger contre I'invasion de DNA exogénes

Réle grandissant: apoptose- différenciation-développement- infec virales




BIOGENESE DES MIRNA
Objectif de I'année : production des miRNA et actsur leur gene cible.

Deux types de genes :

soit dans un intron : 25% (sont exprimeés au coarkapissage)
soit standard, avec promoteur et transcrits paRNAPol 1.

250 chez 'homme

Nomenclature : miR + n° d’ordre de la découverte.

Dans un premier temps, ces genes sont transcussladorme d’un précurseur = priRNA.
Longueur entre 90 et 200 nucléotides.

Drosha (enzyme) découpe le priRNA en plusieursMilfRNA dont la longueur est entre 65 et
80nt)

De I'exportine emmene ces pré-MiRNA dans le cytspia.

DICER donne naissance a MiRNA proprement dit (emsous forme DB)

A l'extrémité 3’ il y a un ou deux nt qui ne s’apnt pas. C’est dont un ARN db avec un
brin sens et un brin anti-sens. Il est pris enghg@ar enzyme RISC.

Ce complexe RISC va ne garder que le brin anti-@erdus stable) Le brin sens va étre

dégradé dans le cytoplasme.

Le brin anti-sens va aller reconnaitre un transilpie. Ce sont les premiers nucléotides entre
2 et 8 qui sont critiques pour la reconnaissand&DN cible.

Soit la complémentarité est parfaite (100%)fixation sur la région codant® clivage
(dégradation).

Soit la complémentarité est incompléete : 'ARN as#hs se fixe sur la région 3’ de I'ARN est
provoque I'inhibition de la traduction.

Le transcrit cible dérive d'une séquence génomdijfiérente de celle qui a donné naissance
a 'ARN anti-sens.



Biogenése des miRNA
miRNA primaire= pri-RNA (90-200 nt)

caractéristiques W
-codés par le génome
-abondants

-ARN polll

-250 chez I'homme
Nomenclat.=miR + n°

promoteur gene de microRNA

|
7mG polyA :l
géne cellulaire

l Drosha

-nucleotides 2-8
critiques pour miRNA précurseur= !
reconnaitre ARNm pré-miRNA (65-80nt) géne de miRNA situe
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Inhibition de la traduction clivage de 'ARNm  modif DNA/histone




BIOGENESE DES SiRNA.

Origine exogéne : virus
Origine endogene : MRNA, DNA hétérochromatiqueygpmsons, répétitions inversées
ARNdb synthétisés en labo puis injectés dans laleel

lls ont les mémes caractéristiques que les MiRBIfrise en charge par DICE® génere
double brin®» complexe RISC conserve uniqguement le brin antjsaass dans la plupart des
cas, la complémentarité de cet arn antisens eEd@¥. L'’ARN antisens va venir
spécifiguement reconnaitre le transcrit ce quimaduire a la dégradation de TARNm.

Le point qui différencie Mi et SIRNA c’est le fajue la complémentarité soit toujours
parfaite dont les SiRNA doit venir d’une précursel@éntique a celui qui a donné naissance a

’ARNm cible.
Biogenese des siRNA
. ! GENE 1439
Origine exogéne: Origineendogéne:
virus mRNA l ] l
DNA hétérochromatique i v
transposons Messenger RNA Antisense ANA

MM ==— DICER

Le

siRNA

répétitions inversées

Transkabon
blocked

T

ARN db synthétiques

précurseur identique ou voisin
de celui dont dérive la cible

siRNA
———ta '
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RNA induced silencing complex
RISC
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RNA editing (= correction francais)

Exemple de la protéine ApoB 100 (lipoprotéinesrdagport, qu’on retrouve dans les LDL

transportant le choléstérol).

Contient 4536AA

Dans le foie, TARNmM qui va étre traduit en la @ioke contient un codon CAA.
Dans les intestins, CAA subit une déanmination(BROBEC 1 qui est une cytidine
déaminase dont la cytidine devient de l'uracileD@d@AA devient UAA et c’est un codon

STOP.

Donc il ne reste que APOB48

Iportant :

Ce phénomene se situe dans deux tissus diffé(Euig.: CAA)
Intestins : édition : UAA> APOB = fabrique d’autres protéines : les chilomicronsen@

changement de fonction)

Le changement est donc visible dans les ARN etdams le gene. Car le géne a la méme
séquence. Si on fait un western blot avec un amiscqui reconnait N-TER on pourra
identifier les deux protéines. (I'une fait 4536 Allutre 2152 AA)

Si on fait un southern ble® on ne pourra rien observer.

Il'y a un moyen d’explorer les ARN. On ne peut [ggsséquencer mais on peut obtenir un
ARN complémentaire (faire une reverse transcriptamnutilise une sonde au niveau dT et on
utilise la transcriptase inverse qui synbthétis€AlBN complémentaire qui est une copie
fidéle du transcrit (version du gene sans les ndy@nsuite on utilise la RNA

RNA editing
assemblage fixation
lipoprotéine recepteur
N-ter y C-ter
apoB-100
CAA 5

ARNmM non édité- foie

APOBEC1 deamine

NH, " * C 2 U dans ARN

) I 7.V N
ARNm édité- intestins

apoB-48
[

RT: Reverse Transcription

4 mRNA 3
1- dénaturation 65°C 1
2-Hybridation avec
amorce oligqo(dT)

mRNA
3-dNTP
4-transcriptase l
inverse a37°-42°C
mRNA
NN nnnnmnnmnmnnmmeE
) cDNA

Synthése du brin complémentaire
5-RNase H l
_lllllllllllIIIIHIIlllllllllllllllll ARRNE

cDNA &

PCR: Polymerase Chain Reaction



